2. Hydroliza lipidéw za pomocg lipazy trzustkowej

Lipazy sg to enzymy z grupy hydrolaz, ktére powodujg hydroliz¢ estrow kwasow tluszczowych. W
odroznieniu od esteraz wykazuja aktywnos$¢ na granicy dwoch faz: wodnej, w ktorej sa bardzo dobrze
rozpuszczalne i lipidowej. Enzymy te odpowiedzialne sg za metabolizm lipidow - fosfolipidow |
glikolipidow, bedacych gléwnymi sktadnikami bton biologicznych oraz triacylogliceroli, stanowigcych
rezerwuar energii. Z uwagi na znaczny udziat lipidow w biomasie serca, lipazy odgrywaja tez wazng
rolg w prawidtowym funkcjonowaniu tego organu. W ostatnich latach wraz z rozwojem biotechnologii
wzrasta zainteresowanie powyzszymi enzymami w takich dziedzinach jak: medycyna Kkliniczna,
farmakologia, technologia zywienia, przemyst spozywczy oraz przerébka olejow.

Aktywnos¢ lipazy okresla si¢ na podstawie ilosci uwolnionych kwasow tluszczowych w czasie
dziatania enzymu. Ilo$¢ kwasow thuszczowych oOznacza si¢ poprzez miareczkowanie mianowanym
roztworem wodorotlenku potasu wobec fenoloftaleiny. Lipaza trzustkowa (EC 3.1.1.3) jest
przyktadem lipazy 1,3-regiospecyficznej, czyli takiej, ktéra podczas hydrolizy triacylogliceroli
preferencyjnie hydrolizuje wigzania estrowe przy zewngtrznych atomach wegla sn-1 i sn-3 glicerolu.

Odczynniki i sprzet laboratoryjny:

1. Roztwor wieprzowego ekstraktu trzustkowego 1g/50 mL H,O
2. Kolby stozkowe (50, 250 mL oraz 7 x 100 mL)

3. Cylinder (100 mL)

4. Pipety

5. Lejek zwykty

6. Saczki

7. Zestaw do miareczkowania

8. 0,1 M roztwor KOH

10. 1% roztwor fenoloftaleiny

11. Metanol

12. Badany produkt (produkty spozywcze o rdéznej zawarto$ci thuszczu)

Wykonanie doswiadczenia:

1. Oznaczenie

Do kolby stozkowej 0 pojemnosci 250 mL odmierzy¢ 100 mL badanego produktu, a nastgpnie
kolbe umiesci¢c w temperaturze 38°C (taznia wodna lub cieplarka laboratoryjna). Przygotowac
sze$¢ ponumerowanych kolb stozkowych 0 pojemnosci 100 mL i do kazdej z nich odmierzy¢ po
20 mL metanolu oraz po 3 mL wody. Po uptywie 15 minut od rozpoczecia ogrzewania kolby z
badanym produktem, doda¢ do niej 30 mL wyciggu enzymatycznego z trzustki i doktadnie
wymiesza¢. Kolbe dalej ogrzewac i co kilka minut zamieszaé. Po uptywie 5 minut od dodania
wyciggu enzymatycznego pobra¢ 10 mL mieszaniny do kolby stozkowej nr 1. W analogiczny
sposob pobiera¢ kolejne proby w odstepach czasowych podanych w tabeli. Poszczegdlne probki
miareczkowa¢ 0,1 M roztworem KOH wobec fenoloftaleiny (kilka kropli), do momentu
pojawienia si¢ lekko rozowego zabarwienia (UWAGA - intensywno$¢ zabarwienia w kazdym
przypadku musi by¢ taka sama).

2. Proba zerowa

Przenies¢ 15 mL wyciggu enzymatycznego do kolby stozkowej 0 pojemnosci 50 mL i ogrzewaé
do wrzenia (tagznia wodna) w celu inaktywacji enzymu. Po ozigbieniu gotowanego roztworu,
ewentualny wytracony osad odsaczy¢. Nastepnie do kolby stozkowej 0 pojemnosci 100 mL (nr
0) odpipetowa¢ 10 mL badanego produktu, 3 mL przesagczu z ogrzewanego wyciggu
enzymatycznego oraz 20 mL metanolu. Probe miareczkowa¢ 0,1 M roztworem KOH wobec
fenoloftaleiny. Wyniki zebra¢ i przedstawi¢ w sprawozdaniu w postaci tabel i wykresow.



Uzyskane wyniki z miareczkowania zestawi¢ w tabeli:

'\," Czas I10$¢ 0,1 M KOH zuzytego do miareczkowania proby
proby (min.) [mL]
Proba zerowa -
1 5
2 15
3 30
4 45
5 60
6 75

Obliczy¢ mikroekwiwalenty uwolnionych kwaséw thuszczowych z rownania:
(A-B)xCx1000

D

mikroekwiwalent =

gdzie:

A —ilo$¢ mL 0,1 M KOH zuzyta do miareczkowania proby wlasciwej

B —ilo$¢ mL 0,1 M KOH zuzyta do miareczkowania proby zerowej

C — stezenie molowe uzytego do miareczkowania KOH

D —ilo$¢ mL badanego produktu w probie poddanej miareczkowaniu (7,7 mL)

i umiesci¢ w tabeli:

Nr proby Czas Mikroekwiwalenty

[min.] kwasow tluszczowych
0
5
15
30
45
60

6 75

Sporzadzi¢ wykres zaleznosci ilosci hydrolizowanych kwasow thuszczowych (mikroekwiwalenty)
w czasie (min.)
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mikroekwiwalenty kwaséw tluszczowych
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15 30 45 60 75 90
czas [min.]

UWAGA: w sprawozdaniu prosze¢ umiesci¢ wyniki catej grupy oraz porownac ilosci kwasow
thuszczowych w badanych produktach.



